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論文内容要旨
 インスリン依存性糖尿病の治療としてランゲルハンス島(ラ島)移植が動物実験のみならず
 近年臨床でも試みられてきている。ラ島移植の魅力の一つに,免疫原性をより減弱させるため
 の移植前ラ島処理がある。ラ島移植の際拒絶を生じるのに特に重要な働きをするのがラ島内の
 dendriticce11(DC)やmacrophage(Mφ)であると言われている。内分泌細胞はclass1抗原
 しか持たないものの,class2抗原を持つDC,Mφが特に強い免疫原性を有するためこれらが
 reGip量entのTceHを活性化し拒絶を引き起こすと考えられており,ラ島内DC,Mφを種々の方
 法により取り除いたり不活化することによって,生着延長を図る試みが報告されている。今回,
 DC,Mφに対し選択的ポこ殺細胞効果を持つ2chloroadenosine(2CIAdo)1こよるラ島免疫原性
 減弱化の可能性について検討した。これによる種々のラ島処理法を試み,ラ島のviability,免疫
 原性に与える影響をinvitroで調べ,至適処理法について検討した。次にこの結果をもとにラ島
 移植を行ないその効果を調べた。加えてさらに生着延長を図るためrecipientに対しmizoribine
 (Mz)あるいはcholeratoxin(CT)を免疫抑制剤として試み,2CIAdo移植前ラ島処理との相
 乗効果についても検討した。
 BALB/Cマウス(BA),C57BL/6マウス(B6)を使用し,ラ島はコラゲナーゼ消化,hand-
 pickにて分離した。ラ島を0～10.OmMの2CIAdoを含む培地にて1～24hr培養し,dye
 exclusion七estにてviabilityを5～0までスコアー化し判定した。同系移植の予備実験より,移
 植後機能発現には4以上のスコァーが必要であった。0,1mM2CIAdo処理ラ島は24hrまで,0.3
 mMでは12hrまで,LOmMでは6hrまでスコアー4以上と良好なviabilityを保ったが,3,0m
 Mでは6hrで,10.OmMでは3ねrでviabilityの低下が認められた。
 ラ島免疫原性の変化をMLIC(MixedLymphocyteIsletCulture)を用いて評価した。まず
 s七imulatorのBAラ島とresponderのB6脾細胞との至適混合条件を求めた。ラ島個数を1,5,
 10,20,50と変えると,10個の場合に3H-thymidine取り込みが最も多くなったため,ラ島を10
 個として検討した。培地のみの24hr培養BAラ島をコントロールとすると2CIAdoO.1mM24hr
 処理BAラ島では,取り込みが62%LOmM24hr処理BAラ島では43%に低下した。LOmMで
 処理時間を変えると,時間が長いほど取り込みは減少した。
 以上より,viabilityを保ちMLICの反応が抑制された処理,即ち0.1mM24hr処理,LOmM
 6hr処理のラ島で移植を行ないinvivoでの生着延長効果について検討した。streptozocinで高
 血糖としたB6マウスの腎皮膜下にBAマウスのラ島400個を移植した。ラ島を培地のみで24hr処
 理したコントロール群では生着期間5日～18日,MST(mediansurviva1七ime)13日であった。
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 2CIAdoO.1mM24hr処理ラ島は生着期間12～22日,MST15日とわずかに延長傾向が見られ,
 1.OmM6hr処理ラ島は生者期間16～31日,MST20日と,軽度ながら有意の生着延長が認められ
 た。
 次に,上記で生着延長効果の見られた2CIAdo1.OmM6hr処理ラ島を,免疫抑制剤投与下
 recipientに移植し,併用効果を検討した。免疫抑制剤には,mizoribine(Mz)あるいはcholera
 toxin(CT)を用い,まずこれらの至適投与量を検討した。Mzを移植後7日間投与すると2.5
 mg/kgでは延長効果は見られず,5.Omg/kgでは生着期間12～23日,MST16日と,わずかながら
 有意の延長効果を認めた。mmg/kgでは延長効果がなかった。CTの移植前日1回投与では,
 10μg/kgで,生着期間16～>150日MST23.5日,40μg/kgで生着期間24～>150日MST33日で
 あり,両者とも有意に生着延長を認めた。次にラ島処理との併用効果を見た。
 2CIAdo1.OmM6hr+M,5.Omg/kg群では,生着日数12～>150日,MST21日であった。20日
 以上の生着例がMzのみの場合9例中0例であったのに対し,併用群では8例中3例あり,150
 日以上の長期生着も8例中2例に認められ延長傾向を認めた。
 2CIAdoLOmM6hr+CT10μg/kg群では,CTだけの群で30日以上生着が8例中1例のみで
 あるのに対し,併用群では生着日数18～150日,MST41.5日で,30日以上生着が8例中5例と併
 用による生着延長効果を認めた。
 膵臓移植は,糖尿病患者をインスリン投与や食事摂取の厳格な規制から開放しうる治療方法で
 あるが,graft生着のための強力な免疫抑制剤投与によりかえって免疫力,糖代謝等の病態を複
 雑にしている可能性も否定できない。一方ラ島移植では,移植方法や維持において患者への負担
 は少なく,本実験のように移植前にラ島を処理し免疫原性を低下させ短期間で少量の免疫抑制剤
 により生着延長を図る方法は,患者のquali七yoflifeから考えるとたいへん意義があり,今後さ
 らに研究を進めていく価値があると考えられる。
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 審査結果の要旨
 ラ島移植の利点の一つは,免疫原性をより減弱させる移植前ラ島処理であり,強い免疫原性を
 持つと言われるDC,Mφをラ島内より除去あるいは不活化することにより,生着延長を図る
 試みが行なわれている。本研究はDC,Mφに対し選択的に殺細胞効果を持つ2ch王oroadenosin
 (2CIAdo)によるラ島免疫原性減弱化の可能性について検討したものである。従来の実験では前
 処理効果の有無を,実際に移植を行なう事により判定していたのに対し著者はラ島とリンパ球の
 混合培養法により免疫原性の低下を確かめてから移植を行なっており,合理的な手段となってい
 る。即ち,2CIAdoによる種々のラ島処理法を試み,ラ島のviabili七y,免疫原性への影響を調べ
 至適処理法について検討し,この結果をもとにラ島移植を行ないその効果を調べている。加えて
 さらに生者延長を図るためreoipientに免疫抑制剤を投与し,2ClAdoラ島処理との相乗効果につ
 いても検討し次の結果を得ている。
 ラ島を種々の濃度の2CiAdoを含む培地にて培養し,dyeexclusion七es七にてviabili七yの変化
 を判定し,処理濃度が高い程,処理時間が長いほどviabili七yが低下する事を認めた。さらに
 ラ島免疫原性の変化はMLIC(MixedLymphocy七eIsle七Culture)を用いて評価し,BAラ島の
 2CIAdo処理濃度が高い程,処理時間が長い程,B6脾細胞の3H-thymidine取り込みが減少する
 事を認めた。
 以上の結果より,viabilityを保ちMLlcが抑制された処理方法を選びだし,この処理を行なっ
 たBAラ島を,STZ糖尿病B6マウスの腎皮膜下に移植した。コントロール群に比較し,この処
 理ラ島は軽度ながら有意の生着延長が認められた。
 次に,mizoribine(Mz)あるいはcholeratoxin(CT)を投与したrecipie眺に2CIAdo処理ラ
 島を移植し併用効果を検討'している。まずMz,CTの至適投与量を検討しているが,Mzはわず
 かながら有意の延長効果を認め,CTは有意な生着延長効果を持ち一部に長期生着例を認めてい
 る。ラ島処理との併用効果に関する検討では,Mz単独群よりラ島処理併用群では生着延長効果
 を認め,CT単独群に比べラ島処理併用群ではさらに生着延長効果を認めている。
 本研究は2CIAdoを初めて移植前ラ島処理に利用し,その至的処理法をあらかじめinvi七roで
 判定しinvivoでその効果を確かめている。さらにMz,CTをラ島移植において初めて試み,加
 えてラ島処理との併用効果について検討したものであり,ラ島移植臨床応用への一助になる可能
 性をも示唆し,学位論文に充分値すると評価される。
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